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緒言 
 
抗酸菌のひとつであるヒト型結核菌（Mycobacterium tuberculosis）が引き
起こす結核症は世界の三大感染症のひとつであり，世界保健機関（World Health 
Organization）の 2014 年の報告では，全世界で約 30 億人が結核菌に感染し，
その中から年間約 960 万人が結核症を発症し，約 150 万人が死亡している（1）。
中でも発展途上国での結核症の増加が問題となっている（2）。わが国では，戦
後に公衆衛生の向上や医療技術の革新により結核症は急速に減少したが，近年
は免疫力の低下を伴う高齢者の増加，抗結核薬に抵抗性を示す多剤耐性結核症，
超多剤耐性結核症の増加に伴い，結核症は再び増加した。1999 年には厚生省（当
時）から「結核非常事態宣言」が出され，再興感染症として今なお大きな問題
となっている（3）。このように結核症は世界の人々だけでなく，わが国の国民
の健康にも大きな影響を及ぼしている。 
 結核菌に感染すると，約 1 割はすぐに結核症を発症する 1 次結核症となり，
大多数である約 9 割は保菌者となる。この保菌者のうちのほとんどは一生発症
することはないが，その一部が免疫力の低下などに伴い再燃し，2 次結核症を発
症する（4-6）。この持続感染状態のときに結核菌は活動をほとんど停止した休
眠状態にあると推測されている。従来から行われている発症後の治療に加え，
発病するリスクが高い者に対する潜在性結核症（latent tuberculosis infection）
の治療を行うことの有用性は確立しており，わが国においても結核の根絶を目
指すために重要な戦略になると考えられている（7）。しかし持続感染時に結核
菌は休眠状態にあると推測されているもののその確証は無く，また休眠に至る
まで，そして休眠状態から覚醒する過程には未だ不明な点が多い。これらのこ
とを明らかにすることは，潜在性結核症の治療法を確立する上で重要である。 
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 最近になり細菌のセカンドメッセンジャーのひとつ cyclic diguanylate 
monophosphate（c-di-GMP）が，結核菌の持続感染時における生理，また休眠
状態からの覚醒に関与していることが報告された（8）。 
c-di-GMP は多くの菌が産生し，また利用している。菌種によってその作用は
異なるが，これまでにバイオフィルムの形成（9-11），菌体外基質の産生（12），
病原性因子の発現調節（13），細胞増殖の調節（14），細胞周期の調節（15）菌
体表層の付着性への関与（16）等，多様な機能が報告されている。また，ヒト
をはじめ真核生物は c-di-GMP を産生しないが，感染した細菌から産生された
c-di-GMP が，ヒトやマウスの細胞に存在するレクチン受容体のひとつ
stimulator of interferon gene（STING）と結合することで，細胞内のシグナル
伝達を活性化させ，自然免疫系とそれに引き続く獲得免疫系を賦活することが
報告されている（17-19）。 
c-di-GMP は２分子の GTP から diguanylate cyclase（dgc）活性を有する
GGDEF ドメインによって合成される。そして c-di-GMP は phosphodiesterase
（pde）活性を有する EAL ドメインによって合成される（20）。これらのドメイ
ンをコードする遺伝子の数は菌種により大きく異なり（21），例えば大腸菌
Escherichia coliK-12 株のゲノム上には GGDEF ドメインをコードする遺伝子
12 個，EAL ドメインをコードする遺伝子 10 個，そして GGDEF ドメインと
EAL ドメインの両方をコードする遺伝子７個が存在する。またコレラ菌 O1 エ
ルトール型 N16961 株 Vibrio cholera O1 biovar El Tor str. N16961 のゲノム上
には GGDEF ドメインをコードする遺伝子 31 個，EAL ドメインをコードする
遺伝子 12 個，GGDEF ドメインと EAL ドメインの両方をコードする遺伝子 10
個，そして HD-GYP ドメインをコードする遺伝子 9 個が存在する。一方でイン
フルエンザ菌 Haemophilus influenzae，ピロリ菌 Helicobacter pylori，そして
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肺炎球菌 Streptococcus pneumoniae などではそれらのゲノム上にこれらのド
メインをコードする遺伝子が１つも存在しない。結核菌を含む結核菌群のゲノ
ム上では EAL ドメインをコードする遺伝子が 1 個と GGDEF ドメインと EAL
ドメインの両方をコードする遺伝子 1 個が存在する。そして GGDEF ドメイン
のみをコードする遺伝子とHD-GYPドメインをコードする遺伝子は存在しない。
結核症のワクチンとして本邦で使用されているウシ型結核菌（Mycobacterium 
bovis）弱毒株 bacillus Calmette-Guérin（BCG）Tokyo 株では，JTY1390 は
GGDEF ドメインと EAL ドメインの両方をコードし，JTY1393 は EAL ドメイ
ンのみをコードする。そのため，c-di-GMP の合成には JTY1390 が関与し，加
水分解には JTY1390 と JTY1393 の両者が関与すると考えられている（22）。 
上述のように c-di-GMP が結核菌の休眠化や活性化に関与することを示唆す
る報告があるため，本研究では BCG Tokyo 株の JTY1390 をクローニングし，
その全長あるいは部分タンパク質を発現するプラスミドの構築を行い，さらに
それらを過剰発現する BCG を作製した。そして作製した組換え菌を用いて
c-di-GMP の産生量が BCG の増殖に及ぼす影響を検討した。 
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材料ならびに方法 
 
1. 使用菌株と培養条件 
 BCG Tokyo 株と変異株の培養には，アルブミン・デキストロース・カタラー
ゼ（Albumin-Dextrose-Catalase：ADC），および 0.05 % Tween80 添加
Middlebrook 7H9 液体培地（Difco Laboratories，Franklin Lakes，NJ，USA）
（7H9-ADC-Tween80 液体培地），ADC 添加 Middlebrook7H10 寒天平板培地
（Difco）（7H10-ADC 寒天培地）を使用した。なお，必要に応じて培地にはカ
ナマイシン（Kanamycin: KM，終濃度 20 μg/mL）とアセトアミド（acetamide，
終濃度 10 μg/mL または 20 μg/mL）を添加した。 
 大腸菌 DH5α株の培養には Luria-Bertani 培地（Difco）を用い，必要に応じ
KM（終濃度 20 μg/mL），またはカルべニシリン（Carbenicillin：Car，終濃度
50 μg/mL）を添加した。 
 
２．遺伝子操作 
 特別な記載がない限り遺伝子操作は，分子生物学実験で使用されている通法
に従った。 
 
３．JTY1390 のクローニング 
 BCG のゲノム DNA をフェノールクロロホルム法により抽出した。抽出した
ゲノムを鋳型とし，PrimeSTAR GXLTM（タカラバイオ，滋賀）およびオリゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー セ ッ ト JTY1390-1
（ 5’-CATATGTGCAACGACACCGCGACGCCGCAG-3’ ） - JTY1390-2
（ 5’-CCTGCAGGGCGTCGGATTCGATACCACGTC-3’ ） と JTY1390-1 - 
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JTY1390-3（5’-CCTGCAGGTCAAGATAACGCCGGGTCAGTT-3’）を使用して，
JTY1390 全長（F）及び GAF ドメインと GGDEF ドメイン（T）をコードする
領域を PCR 法にて増幅した。PCR 産物を High Pure PCR Product Purification 
Kit（Roche Diagnostics，Basel，Switzerland）を用いて精製した。 
 
４． c-di-GMP 発現プラスミドの構築 
 JTY1390 の全長遺伝子と部分遺伝子の PCR 産物を pCR-BluntII-TOPO
（Invitrogen，Carlsbad，CA，USA）にクローニングし，pCR-F と pCR-T を
構築した。pCR-F と pCR-T を NdeI と PstI で消化し，Mycobacterium kansasii
アルファ抗原遺伝子プロモーターを付与するために pNPP（23）にサブクロー
ニングし，pNPP-F と pNPP-T を構築した。そして pNPP-F と pNPP-T を XbaI
で消化することにより得られた DNA 断片を pNN2（24）にサブクローニング
することにより，抗酸菌発現ベクターpNN-F と pNN-T を構築した。 
 
５．誘導型発現プラスミドの構築 
 Mycobacterium smegmatis mc2155のゲノムDNAを鋳型としてPrimeSTAR 
GXLTM （ タ カ ラ バ イ オ ） お よ び プ ラ イ マ ー acetamide1
（ 5’-GGATCCCGAGTACGGCGCCCTGCTGAC-3’ ） と acetamide2
（5’-GCATATGGACTCCCTTTCTCTTATCGGGTG-3’）を使用してアセトアミ
ダーゼ遺伝子（MSMEG_5358）上流に存在する発現調節領域（25）を PCR 法
にて増幅した。増幅された PCR 産物を pCR-BluntII-TOPO にクローニングし，
pCR-ACE を構築した。pCR-ACE を BamHI と NdeI で消化し，BamHI と NdeI
で消化した pNPP-F と pNPP-T に挿入することにより pNPP-AF と pNPP-AT
を構築した。pNPP-AF と pNPP-AT のプラスミドに由来する SmaI サイトにリ
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ン酸化した SpeI リンカーを挿入後 SpeI-XbaI で消化し，得られた DNA 断片を
pNN2 にサブクローニングすることによって，pNN-AF および pNN-AT を構築
した。 
 
６．BCG Tokyo 株へのプラスミド DNA の導入 
 プラスミド pNN2，pNN-F，pNN-T，pNN-AF，および pNN-AT を ECM399 
（BTX，Holliston，MA，USA）を用いて電気穿孔法により BCG Tokyo 株へ導
入した（26）。プラスミド導入後 KM20 μg/mL 添加 7H10-ADC 寒天培地に播種
し，37℃で 21 日間培養した。BCG がプラスミドを保持していることを PCR 法
により確認した。pNN-AF あるいは pNN-AT を保持した BCG をそれぞれ
BCG/pNN-AF と BCG/pNN-AT とした。 
 
７．7H10-ADC 寒天培地上における BCG 遺伝子導入株の増殖 
 各 BCG 変異株を KM 20 μg/mL 添加 7H9-ADC-Tween80 液体培地で 24 時間
培養した。各株の菌液を波長 590nm における吸光度（OD，光学濃度）1.0
（OD590=1.0）に調整した。段階希釈後，各希釈段階の菌液 3 μL をアセトアミ
ド非添加，およびアセトアミド 5 μg/mL，あるいは 10 μg/mL 添加 7H10-ADC
寒天培地に播種し，37℃で 21 日間培養した。対照に pNN2 を保持した BCG 
Tokyo 株（BCG/pNN2）を用いた。 
 
８．7H9-ADC-Tween80 液体培地における BCG 遺伝子導入株の増殖 
 各 BCG 変異株を KM 20 μg/mL 添加 7H9-ADC -Tween80 液体培地で 24 時間
前培養し，各株の菌液を OD590=0.1 に調整した。調整後の菌液を振盪培養し，
24 時間後に 2 群に分け，一方にアセトアミドを終濃度 10 μg/mL になるように
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添加し，他方は無添加とした。さらに振盪培養を行なった。対照として
BCG/pNN2 を用いた。なお，濁度は 24 時間毎に測定した。使用した分光光度
計 CO7500B Colorwave（BiochromWPA，Cambridge，UK）の測定限界は
OD590=2.0 であった。 
 
９．全 RNA の抽出と精製のための液体培地における各 BCG 変異株の培養 
各 BCG 変異株を KM 20 μg/mL 添加 7H9-ADC-Tween80 液体培地で 24 時間
前培養した。前培養後，各株の菌液を OD590=1.0 に調整した。調整した菌液を
37℃で 24 時間振盪培養後，2 群に分けた。一方にアセトアミドを終濃度 10 
μg/mL になるように添加し，他方は無添加とした。両群をさらに 24 時間培養し
た後，10,000 回転 2 分間の遠心分離を行なうことにより菌体を回収し，全 RNA
の抽出に供した。 
 
１０．全 RNA 調整のための各 BCG 変異株の培養 
 各 BCG 変異株を KM 20 μg/mL 添加 7H9-ADC-Tween80 液体培地で 24 時間
前培養した。前培養後，各株の菌液を OD590=1.0 に調整し，アセトアミド 10 
μg/mL を添加した，あるいは無添加の 7H10-ADC 寒天培地に播種し 24 時間培
養した。 
 
１１．全 RNA の精製と cDNA への逆転写 
全 RNA の抽出と精製には TRIzol® Plus RNA Purification Kit（Invitrogen）
を用い，添付のマニュアルに従って行った。混入した DNA は DNaseI（タカラ
バイオ）を用いて消化した。精製した全 RNA を鋳型とした cDNA の合成には
Prime ScriptII 1st Strand cDNA Synthesis Kit（タカラバイオ）を用いた。 
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合成した cDNA は鋳型としてプライマーJTY1390-1 と JTY1393-2 を用いた
RT-PCR に供した。 
 
１２．統計処理 
各菌におけるアセトアミドの添加，非添加により得られた結果の統計解析に
は，Tukey’s test を用いた。 
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結果 
 
１． 遺伝子クローニングとプラスミド構築 
図 1 に今回クローニングした JTY1390 とクローニング部位を示す。BCG の
ゲノム DNA を鋳型としてプライマーセット JTY1390-1 - JTY1390-2 あるいは
JTY1390-1 - JTY1390-3 を用いて PCR を行い，JTY1390 全長 1872 bp（F）と
JTY1390の中でGAF-GGDEF domainをコードする1106 bpの部分遺伝子（T）
を得た。F，T を pCR-BluntII-TOPO にクローニング後，「材料ならびに方法，
４．c-di-GMP 発現プラスミドの構築と５．誘導型発現プラスミドの構築」に示
した方法に従い，pNN-F，pNN-T，pNN-AF，および pNN-AT を構築した。 
 
２． BCG 変異株の作製 
プラスミド pNN2，pNN-F，pNN-T，pNN-AF，および pNN-AT を BCG Tokyo
株に電気穿孔法により導入し KM 20 μg/mL 添加 7H10-ADC 寒天培地に播種し
た（図 2）。21 日後，pNN-F と pNN-T を導入した BCG を播種した寒天培地上
には集落が認められなかった。一方で pNN2，pNN-AF，pNN-AT を導入した
BCG を播種した寒天培地上には集落が形成された。これらの集落にプラスミド
が保持されていることはプラスミドの塩基配列をもとに設計したプライマーを
用いた PCR によって確認した（データは示さない）。pNN2，pNN-AF，および
pNN-AT を保持した BCG をそれぞれ BCG/pNN2，BCG/pNN-AF，および
BCG/pNN-AT とした。 
 
３． 7H9-ADC-Tween80 液体培地中における BCG 遺伝子導入株の増殖 
菌体内で合成される c-di-GMP の量が BCG の液体培地における増殖に与え
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る影響を評価するため，BCG/pNN2，BCG/pNN-AF，および BCG/pNN-AT を
アセトアミド非添加およびアセトアミド 5μg/mL あるいは 10μg/mL 添加
7H9-ADC-Tween80 液体培地で培養した。図 3A に示すように BCG/pNN2，
BCG/pNN-AF，および BCG/pNN-AT ともにいずれの培地においても時間の経
過とともに濁度の上昇がみられた。また，いずれの株もアセトアミドの存在に
より濁度が下降したが，BCG/pNN2，BCG/pNN-AF ともに濁度が有意に下降
したのに対し，BCG/pNN-AT のみ濁度の下降に有意差を認めなかった。なお，
RT-PCR の結果，アセトアミド非存在下ではいずれの株も JTY1390 の転写産物
は認められず，アセトアミド存在下においては BCG/pNN2 は JTY1390 の転写
産物は認められなかったのに対して，BCG/pNN-AF と BCG/pNN-AT では
JTY1390 の転写産物が認められた（図 3B）。 
 
４． 7H10-ADC 寒天培地における BCG 遺伝子導入株の増殖 
菌体内で合成される c-di-GMP の量が BCG の寒天培地上における増殖に与え
る影響を評価するため，BCG/pNN2，BCG/pNN-AF，および BCG/pNN-AT を
アセトアミド添加 7H10-ADC 寒天培地と非添加 7H10-ADC 寒天培地で培養し
た。図 4A に示すように，BCG/pNN2 と BCG/pNN-AF ではアセトアミドの存
在により集落の大きさが減少した。しかし BCG/pNN-AT ではアセトアミドが存
在しない場合でも他の菌に比べ集落は顕著に大きく，アセトアミド存在下では
集落がさらに大きくなる傾向が認められた。RT-PCR の結果，7H10-ADC 寒天
培地上ではいずれの株も JTY1390 の転写産物が認められ，アセトアミド存在下
では BCG/pNN-AF と BCG/pNN-AT で JTY1390 の転写産物量の増加が認めら
れた（図 4B）。 
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考察 
 
c-di-GMP は様々な細菌が産生・利用しているセカンドメッセンジャーとして
知られており，これまでに種々の菌における c-di-GMP の作用が報告されている。
c-di-GMP の合成と分解を行なうドメインを有する分子の種類数は菌種によっ
て大きく異なるが（21），結核菌群では EAL ドメインをコードする遺伝子が 1
種類とGGDEFドメインとEALドメインの両方をコードする遺伝子が 1種類存
在するのみである。このため，c-di-GMP の解析を行いやすいと考えられるが，
抗酸菌の研究においてバイオフィルムの概念が無かったためか，c-di-GMP に関
する研究は他の菌よりも逆に遅れていた。抗酸菌では Chatterji のグループが
M. smegmatisにおいて c-di-GMPが栄養飢餓状態における長期生存に関与して
いることを報告したのが最初である（27）。最近になり，M. smegmatis におい
て c-di-GMP は菌体の長さや集落形態にも関与することが報告されている（28）。
BCG Pasteur 株においては c-di-GMP の分解を行なうホスホジエステラーゼ活
性を有する 2 つのタンパク質の遺伝子を破壊すると，集落の形態やペリクルの
産生性，ニトロ化合物に対するストレス応答，細胞壁の合成に関与するフェノ
ールグリコリピドやフェノプチオセロールジミコセロセートの産生量が変化す
ることが報告されている（29）。興味深いことに同じ報告において，この遺伝子
破壊株をマウスに接種した場合，肺および脾臓における生存率が親株よりも高
かったことが示されている。さらに結核菌では JTY1390 に相当する GGDEF ド
メインとEALドメインの両方をコードするRv1354c dgcを破壊すると休眠様状
態における生存率が上昇するが，JTY1393 に相当する EAL ドメインをコード
する Rv1357 pde を破壊すると休眠様状態における生存率が減少することが示
されている（8）。さらに宿主細胞や宿主個体に感染後の菌数は dgc 破壊株では
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親株よりも増加し，pde 破壊株では親株よりも減少した。 
今回の我々の実験において，図 2 に示されたように，M. kansasii アルファ抗
原遺伝子プロモーターの支配下に，JTY1390 全体あるいは JTY1390 の中で
c-di-GMP の合成を行なうドメインのみを恒常的に発現するように構築したプ
ラスミドを BCG に電気穿孔法で導入した場合には集落を得ることができなか
った。集落が存在しないため解析することが不可能であるが，電気穿孔法は菌
体にとっては強いストレスであり，c-di-GMP 量の変化がその後の回復に影響し
たことも考えられる。 
一方でアセトアミド誘導型の発現プラスミドの場合には導入した BCG の集
落が形成された。図 3 に示すように液体培地においてはアセトアミドが存在し
ない場合には BCG/pNN-AF と BCG/pNN-AT ともに JTY1390 の発現が認めら
れないため，電気穿孔法を行った後に行なう液体培地中での 24 時間の回復培養
中に過剰の負荷がかからなかった可能性が考えられる。このことを検証するた
めにはさらなる解析が必要である。 
液体培地中ではアセトアミドの有無にかかわらず BCG/pNN2，BCG/pNN-AF
と比べ BCG/pNN-AT の増殖に有意に差を認めた。また，図 4 に示されるように
寒天培地上ではアセトアミドの非存在下において BCG/pNN-AT の集落の大き
さは他の 2 株よりも大きく，そして，アセトアミドの存在により BCG/pNN2 と
BCG/pNN-AF では集落の大きさが減少したが，BCG/pNN-AT では逆に大きく
なった。BCG/pNN-AF と BCG/pNN-AT ではアセトアミドによる誘導で
JTY1390 の発現量が増加していたこと，BCG/pNN-AF ではなく BCG/pNN-AT
のみでこの現象がみられた。以上より，c-di-GMP は BCG の休眠状態や宿主内
での生存を負に制御していることが推測されるのに対し，好気においては BCG
の増殖を正に制御していることが示唆された。 
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 c-di-GMP はシグナル分子であるため，転写因子等のように増殖速度等に直接
関与している分子とは考えにくい。抗酸菌における c-di-GMP によるシグナル伝
達機構は徐々に解明されつつあるが（28，30，31），大部分は未知の状態である。
今後 c-di-GMP シグナルの下流分子を明らかにしていくことで，抗酸菌における
c-di-GMP の役割を明らかにし，さらに病原性を有する抗酸菌の病原性の解明に
つながるものと考えられる。 
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図の説明 
 
図１．BCG JTY1390 の模式図 
A. BCG JTY1390 の模式図とクローニングした領域を模式図の下に示す。番号
は遺伝子のオープンリーディングフレームの塩基番号を示す。B. PCR 産物のア
ガロースゲル電気泳動像を示す。 
 
図２．7H10-ADC 寒天培地における BCG 遺伝子導入株の集落の形成 
各プラスミドを BCG に電気穿孔法にて形質転換後，KM 20 μg/mL を含む
7H10-ADC 寒天培地に播種し，37℃で 3 週間培養した。導入したプラスミドの
名前を記載した。 
 
図３：7H9-ADC-Tween80 液体培地中における BCG 遺伝子導入株の増殖 
A. 各 BCG 遺伝子導入株を KM 20 μg/mL 添加 7H9-ADC-Tween80 液体培地で
24 時間前培養を行い，分光光度計 590nm における菌の濁度を OD0.1 に調整し
たのち培養を始めた。培養 24 時間経過時にアセトアミド非添加群，5 μg/mL，
10 μg/mL 添加群に分け，さらに振盪培養を行った。B. 各株を
7H9-ADC-Tween80 液体培地で培養し，全 RNA を抽出したのち，JTY1390 特
異的プライマーを用いて RT-PCR を行なった。PCR 産物のアガロースゲル電気
泳動像を示す。アセトアミドの終濃度は 10 μg/mL とした。 
 
図４：7H10-ADC 寒天培地における BCG 遺伝子導入株の集落形成 
A. 各 BCG 遺伝子導入株を KM 20 μg/mL 添加 7H9-ADC -Tween80 液体培地で
24 時間前培養後，それぞれの濁度を OD590= 0.01，0.1，および 1 に調整し，そ
れぞれ 3 μL をアセトアミド非添加，アセトアミド 5 μg/mL および 10 μg/mL 添
加 7H10-ADC に播種し，37℃で 3 週間培養した。B. 各株を 7H9-ADC 寒天培
地で培養し，全 RNA を抽出したのち，JTY1390 特異的プライマーを用いて
RT-PCR を行なった。PCR 産物のアガロースゲル電気泳動像を示す。アセトア
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ミドの終濃度は 10 μg/mL とした。 
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